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Določanje fenolnih spojin v vinu in vinskem kamnu  
 
Povzetek: V diplomskem delu sem v vzorcih vina in vinskega kamna določevala 
naslednje fenolne spojine: 3,5-dihidroksibenzojsko kislino, p-kumarno kislino, 
vanilinsko kislino, galno kislino, sinapično kislino, (-)-epikatehin, elaginsko kislino, 
kvercetin in klorogensko kislino. Analizirala sem 3 vzorce vina: refošk, rumeni muškat 
in belo vino (neznane sorte) in 3 vzorce vinu pripadajočega vinskega kamna, iz katerega 
izvira. Določitev fenolnih spojin sem izvedla s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti z UV/VIS detekcijo. Zaradi kompleksne sestave vzorcev sem te analizirala še 
s tekočinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo (MS), na podlagi katere 
sem izvedla tudi kvantitativno določitev. 
 
Sklopitev z MS se je izkazala za primernejšo, saj sem s pomočjo te uspela določiti več 
fenolnih spojin, kot z UV/VIS detekcijo. Ugotovila sem, da so vzorci vina bolj bogati s 
fenolnimi spojinami, kot vinski kamen. V vseh vzorcih sem identificirala samo galno 
kislino, 3,5-dihidroksibenzojsko kislino in kvercetin; z izjemo belega vinskega kamna 
(VZ 2), ki je vseboval le kvercetin. Ostalih fenolnih spojin v nobenem od vzorcev nisem 
zaznala. 
 




Determination of phenolic compounds in wine and in cream of tartar 
 
Abstract: In my diploma thesis, the following phenolic compounds in wine and cream of 
tartar were determined: 3,5-dihydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, vanillic acid, gallic 
acid, sinapic acid, (-)-epicatechin, ellagic acid, quercetin and chlorogenic acid. I analysed 
3 wine samples: refošk, rumeni muškat and white wine (unknown varieties) and 3 samples 
of cream of tartar which originates from corresponding wine. The determination of 
phenolic compounds was performed by high-performance liquid chromatography with 
UV/VIS detection. Due to the complex composition of the samples, I analysed them by 
liquid chromatography, coupled with mass spectrometry (MS), based on which I also 
performed a quantitative determination. 
 
Coupling with MS proved to be more appropriate as I was able to determine more 
phenolic compounds by this method than by UV/VIS detection. Wine samples were more 
enriched in phenolic compounds than cream of tartar. In all samples, only gallic acid, 3,5-
dihydroxybenzoic acid and quercetin were identified, except for white cream of tartar 
(VZ 2) containing only quercetin. I did not detect any other phenolic compounds in any 
of the samples. 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
 
APCI Kemijska ionizacija pri atmosferskem tlaku (ang. Atmospheric pressure 
chemical ionization) 
CE  Trkovna energija (ang. Collision energy) 
CXP  Izstopni potencial trkovne celice (ang. Collision cell exit potential) 
DHB  Dihidroksibenzojska (kislina) 
DP Potencial preprečevanja združevanja ionov v klastre (ang. Declustering 
potential)  
EP  Vstopni potencial (ang. Entrance potential) 
ESI Ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ang. Electrospray 
ionization) 
FS Fenolna spojina 
GC-MS Plinska kromatografija sklopljena z masnim spektrometrom (ang. Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry) 
HBA  Hidroksibenzojska kislina 
HCA  Hidroksicimetna kislina 
HPLC Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance 
Liquid Chromatography) 
LC  Tekočinska kromatografija (ang. Liquid Chromatography) 
LC-MS Tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (ang. 
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) 
MF  Mobilna faza 
MRM  Opazovanje izbranih prehodov (ang. Multiple reaction monitoring) 
MS/MS Tandemska masna spektrometrija (ang. Tandem mass spectrometry) 
RSD  Relativni standardni odmik (ang. Relative standard deviation) 
SD  Standardni odmik (ang. Standard deviation) 
SF  Stacionarna faza 
SRM  Opazovanje izbranega prehoda (ang. Selected reaction monitoring) 
UV  Ultravijolično sevanje 








Vino je sestavljeno iz dveh glavnih sestavin, etanola in vode, vendar je osnovni okus 
vina odvisen od vsaj 20 ali več dodatnih spojin. Te ostale sestavine (poleg alkohola in 
vode), ki jih najdemo v vinu, vplivajo na majhne razlike, ki ločijo eno sorto vina od druge. 
Mednje sodijo sladkorji (glukoza, fruktoza, saharoza), kisline (jabolčna, mlečna, vinska, 
ocetna kislina), fenolne spojine, aldehidi in ketoni, acetali, estri, laktoni, terpeni, 
dušikove in žveplove spojine, vitamini (B kompleks, C, H), minerali (K, Na, S, Ca,...), 
makromolekule (ogljikovi hidrati, proteini, lipidi, nukleinske kisline) in raztopljeni 
plini (CO2, O2, SO2) [1]. 
 
Prepoznavanje pomembnih spojin, ki vinu dajejo značilno aromo in okus predstavlja 
velik izziv. Deloma je to posledica raznovrstnosti spojin, ki jih vsebuje; deloma pa tudi 
zato, ker so te spojine običajno prisotne v zelo nizkih koncentracijah (nekaj ppt). Prav 
tako je težavna tudi določitev njihovega izvora. Poredkoma spojine, ki vinu dajo okus, 
najdemo v samem grozdju. Te se pogosteje tvorijo šele med fermentacijo in 
shranjevanjem vina, zato vino velikokrat opisujejo kot živo, dihajočo stvar [2]. 
 
 
1.1 Fenolne spojine v vinu 
 
Fenoli so velika in zapletena skupina spojin, ki so za lastnost in kakovost rdečega vina 
poglavitnega pomena. Pomembni so tudi pri belih vinih, vendar jih ta vsebujejo v 
bistveno nižjih koncentracijah. Nahajajo se v vseh delih grozdnih jagod, vključno s 
kožico, peškami in peclji. Fenoli in polifenoli vplivajo na barvo, okus, vonj in 
protimikrobne lastnosti vina. Poleg tega je znano, da imajo mnoge od njih koristne 
biološke lastnosti. Te so povezane z njihovimi antioksidativnimi sposobnostmi, zato 
fenoli preventivno delujejo pri boleznih srca in ožilja, preprečujejo oksidacijo 
lipoproteinov in agregacijo trombocitov. Čeprav fenoli primarno izvirajo iz grozdja, jih 
v manjših količinah lahko pridobimo iz lesenih sodov, kamor se nalaga vinski kamen - 
kristali kalijevih in kalcijevih soli vinske kisline [1, 3, 4, 5]. 
 
Fenolna sestava vin je pogojena s sorto grozdja in drugimi dejavniki, ki vplivajo na razvoj 
grozdnih jagod, kot so tla, geografski položaj in vremenske razmere. Prav tako ima 
tehnika pridelave vina pomembno vlogo pri ekstrakciji polifenolov iz grozdja in njihovi 
nadaljnji stabilnosti v vinu. Čas maceracije in fermentacije grozdja skupaj s kožico in 
peški, prešanje, zorenje, drobljenje in staranje vina so vsi dejavniki, ki vplivajo na fenolno 
sestavo vina [6]. 
 
Strukturno gledano so fenoli in polifenoli ciklične spojine (derivati benzena), ki imajo 
eno ali več hidroksilnih skupin vezanih neposredno z obročno strukturo. Čeprav 
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vsebujejo alkoholne skupine, ne kažejo lastnosti, ki so običajno povezane z alifatskimi 
alkoholi [1]. 
 
V vinu prisotne naravne polifenolne spojine glede na osnovno kemijsko strukturo delimo 
v dve glavni skupini, s tremi najpomembnejšimi podskupinami:  
 
• FLAVONOIDI: 
o flavonoli (kvercetin, kamferol, miricetin); 
o flavan-3-oli (katehin, epikatehin); 
o antocianini (cianidin, delfinidin, petunidin, peonidin, malvidin). 
 
• NEFLAVONOIDI: 
o hidroksicimetne kisline (p-kumarna, klorogenska, kavna, ferulna); 
o hidroksibenzojske kisline (galna, 3,5-dihidroksibenzojska, vanilinska); 





Flavonoidi ali flavonoidni fenoli so kompleksne fenolne spojine, sestavljene iz 15 
ogljikovih atomov. Za njih značilna osnovna struktura C6-C3-C6 je sestavljena iz dveh 
benzenskih obročev (A in B), ki sta povezana preko treh ogljikovih atomov, ti pa tvorijo 
zaprt piranski obroč (heterociklični obroč, ki vsebuje kisik) – C obroč. V večini primerov 
je B obroč vezan na položaj 2 v C obroču, vendar je lahko vezan tudi na položaju 3 ali 4 
[7]. 
 
Slika 1: Osnovni skelet flavonoidov. 
Te molekule so v grozdju prisotne predvsem v glikozidni obliki, pri kateri je sladkorni 
del lahko mono-, di- ali trisaharid in vsebuje molekulo glukoze, galaktoze, aloze, 
arabinoze itd. Najpogosteje gre za O-monoglikozide, kjer je sladkor vezan s hidroksilno 
skupino vezano na C-3 obroča, ki vsebuje kisik [7, 8]. 
 
Flavanoide lahko razdelimo na različne podskupine, glede na: 
• mesto vezave B obroča na C obroč;  
• stopnjo nenasičenosti C obroča; 
• stopnjo oksidacije C obroča. 
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Spojine, pri katerih je B obroč povezan s položajem 3 obroča C, imenujemo izoflavoni. 
Tisti, pri katerih je obroč B vezan na položaj 4, se imenujejo neoflavonoidi. Če pa je 
obroč B vezan na položaj 2, lahko flavonoide na podlagi strukturnih značilnosti obroča 
C, dodatno razdelimo na več podskupin. Te podskupine so: flavoni, flavonoli, flavanoni, 
flavanoli in antocianini. Flavonoidi z odprtim C obročem pa se imenujejo halkoni [7]. 
 
Glavne skupine flavonoidnih spojin, ki so prisotne v grozdju in vinu so flavonoli, flavan-
3-oli in antocianini. Znotraj vsake skupine se spojine razlikujejo glede na število in 




Flavonoli se v glavnem nahajajo v grozdni kožici. Najdemo jih tudi v pecljevini, medtem 
ko jih v mesu praktično ni. So brezbarvne spojine, ki se zbirajo v celičnih vakuolah 
povrhnjice, kjer (skupaj z antocianini v rdečem 
vinu) absorbirajo UV sevanje in tako ščitijo 
notranja tkiva pred škodljivimi učinki le-tega. 
Imajo številne pozitivne učinke na zdravje ljudi, ki 
so povezani z njihovo antioksidativno in 
protivnetno sposobnostjo. Delujejo pa tudi kot 
protirakava sredstva ter uravnavajo različne celične 
signalne poti in s tem varujejo celice pred 
oksidativnim stresom [1, 7]. 
 
Kemijsko se flavonoli razlikujejo od mnogih drugih flavonoidov, saj imajo dvojno vez 
med položajema 2 in 3 ter kisik (ketonska skupina) vezan na položaj 4 obroča C. Skelet 
flavonolov se imenuje 3-hidroksi flavon, pri čemer je 3-hidroksi skupina lahko 
glikozilirana (nanjo je vezan sladkor). Glavni flavonoli so kvercetin, kamferol in 
miricetin. Večina flavonolov najdenih v vinu in grozdju je v glikozilirani obliki, njihov 
sladkorni del pa vpliva na njihovo biološko uporabnost [1, 7]. 
 
Glavni viri flavonolov v prehrani ljudi so sadje, zelenjava in pijače, kot sta rdeče vino in 
čaj. Od flavonoidov, ki se pojavijo v grozdju, so ti prisotni v najnižji koncentraciji in sicer 
od 10 do 100 mg/kg (grozdja), najpogostejši pa so derivati kvercetina. V belih vinih, ki 
fermentirajo brez trdnih delcev grozda, se njihova koncentracija giblje med 1 in 3 mg/L, 




Flavan-3-oli ali flavanoli se nahajajo predvsem v trdnih delih grozda (peškah, kožici in  
steblih). Ker je njihova koncentracija v grozdnem soku zelo majhna, je njihova količina 
vedno veliko večja v rdečih kot v belih vinih. Zaradi tega spadajo med najpomembnejše 
Slika 2: Strukturna formula flavonolov. 
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fenole v rdečih vinih. Najdemo jih v monomerni, oligomerni ali polimerni obliki. Zadnji 
dve obliki sta znani tudi kot proantocianidini ali kondenzirani tanini [5, 6]. 
 
Flavan-3-oli tvorijo veliko skupino, sestavljeno iz različnih izomernih oblik katehina in 
njegovih polimerov. Struktura katehina (R1 = H) vključuje dva asimetrična ogljika (C2 
in C3), kar omogoča tvorbo štirih različnih 
izomerov: (+/-) katehina in (+/-) epikatehina. 
Če R1 predstavlja OH skupino, dobimo še 
štiri nove izomere: (+/-) galokatehin in (+/-) 
epigalokatehin. Hidroksilna skupina na 
položaju 3 se lahko esterificira z galno 
kislino. To je pomemben dejavnik, saj višje 
koncentracije galne kisline v polimeriziranih 
flavanolih (kondenziranih taninih) prispevajo 
 k večji trpkosti in grenkobi vina [9]. 
 
Kakav in zeleni čaj sta daleč najbogatejša vira flavanolov (predvsem katehina in 
epikatehina), vendar so ti prisotni tudi v različnem sadju, zelenjavi in pijači, kot sta vino 
in pivo. V rdečih vinih se koncentracije katehina gibljejo od 130 in 400 mg/L, medtem 
ko so koncentracije epikatehina približno polovico manjše. Vrednosti katehina v belih 
vinih varirajo med 20 in 50 mg/L, vrednosti epikatehina pa so tudi tu približno za polovico 




Antocianini so v glavnem lokalizirani v kožici rdečega grozdja in so odgovorni za 
njegovo modrikasto-rdečo barvo in s tem tudi za barvo rdečega vina. So dokaj dobro topni 
v vodi, kar ugodno vpliva na njihovo porazdelitev v rastlinah in njihov prenos v mošt in 
vino med vinifikacij (pridelavo vina) [6, 9]. 
 
Antocianini ali krajše antociani so sestavljeni iz antocianidina, povezanega preko 
glikozidne vezi z eno ali več sladkornimi enotami (najpogosteje z glukozo, pa tudi s 
fruktozo in galaktozo,...). Gre torej za glikozide, predvsem 3-O-monoglikozide ter 3-O-
acilirane glikozide petih glavnih antocianidinov: delfinidina, cianidina, petunidina, 
peonidina in malvidina. Ti se med seboj razlikujejo glede na lego in število hidroksilnih 
(-OH) in metoksilnih (-OCH3) skupin, ki se na nahajajo na B obroču molekule. Acilacija 
se pojavi na položaju C-6 molekule glukoze z esterifikacijo s kofeinsko, ocetno ali p-
kumarno kislino [6]. 




Antocianini se lahko nahajajo v različnih oblikah (in barvah), ki so odvisne predvsem od 
pH. V kislem ali nevtralnem mediju tako obstajajo štiri različne strukture antocianinov: 
flavijev kation (rdeč), kinonska baza (modra), karbinol psevdobaza (brezbarvna) ter 
halkon (brezbarvni). Od tega je v stabilni obliki le antocianin pri kislem pH (3,5) – rdeč 
flavijev kation. Pri višjem pH se tvorijo drugače obarvane oblike, ki so pogosto 
nestabilne. Za pomembne spremembe barve vina so najpogosteje odgovorne tudi reakcije 
oksidacije, hidrolize in kondenzacije, v katere so vključeni antocianini med postopkom 
pridelave vina [6]. 
 
Koncentracija antocianinov v vinih se lahko giblje med 40 in 1300 mg/L in je v veliki 
meri odvisna od sorte vina. Malvidin-3-O-monoglikozid je najbolj razširjen antocianin v 
vseh sortah grozdja, zato ga lahko štejemo za glavno sestavino, ki je odgovorna za barvo 





Neflavonoidi (s skeletom C6-C3) so strukturno preprostejši, vendar je njihov izvor v vinu 
bolj raznolik. V glavnem se delijo na hidroksibenzojske kisline, hidroksicimetne kisline 
in stilbene. Pri vinih, ki niso starana v hrastovih sodih, so glavni neflavonoidi derivati 
hidroksicimetne in hidroksibenzojske kisline. Nahajajo se predvsem v celičnih vakuolah 
kožice in mesnatega dela grozda in jih z drobljenjem zlahka ekstrahiramo. Najštevilčnejši 
in najbolj raznoliki so derivati hidroksicimetne kisline. Pojavljajo se predvsem kot estri 
vinske kisline, lahko pa so povezani tudi s sladkorji, različnimi alkoholi ali drugimi 
organskimi kislinami. Čeprav so brez barve, so neflavonoidne komponente znane po tem, 
da krepijo in stabilizirajo barvo rdečih vin z intra- in intermolekularnimi interakcijami. 
Poleg tega prispevajo tudi k aromi vina, nekatere od njih (npr. resveratrol) pa kažejo 









Za hidroksibenzojske kisline je značilen skelet C6-C1. Razlikujejo se v skupinah, 
substituiranih na benzenskem obroču in so prisotne v grozdju v glikozilirani obliki ali kot 
estri [9, 10]. 
 
Najpogostejši derivati, ki jih najdemo v vinu so galna 
kislina, p-hidroksibenzojska kislina, protokatehinska 
kislina, siringinska kislina, salicilna kislina in 
vanilinska kislina. Različne hidroskibenzojske kisline 
lahko najdemo v vinu predvsem v njihovi prosti 
obliki [10]. 
 
Galna kislina je ena izmed HBA z najvišjimi koncentracijami v vinu. Vsebuje tri proste 
hidroksilne skupine, zaradi česar je zelo dober antioksidant. Ne izvira zgolj iz samega 
grozdja, kjer se ekstrahira iz grozdnih pešk, ampak nastane tudi s hidrolizo hidrolizabilnih 
in kondenziranih taninov (to je estrov galne kisline flavan-3-olov). V rdečem vinu je 
koncentracija galne kisline v povprečju 95 mg/L, v belem vinu pa le okoli 7 mg/L. Ostale 
HBA, p-hidroksibenzojska, siringinska in vanilinska kislina, so v rdečih vinih prisotne v 




Osnovna struktura hidroksicimetnih kislin je benzenov obroč, na katerega je pritrjena 
veriga treh ogljikovih atomov (C6-C3 skelet), zato jih lahko vključimo v skupino 
fenilpropanoidov. Imajo visoko antioksidativno aktivnost, zaradi česar je njihov 
prehranski vnos v veliki meri povezan s preprečevanjem razvoja kroničnih bolezni, kot 
so bolezni srca in ožilja, rak in diabetes tipa 2 [10, 11].  
 
Najpogostejši derivati hidroksicimetne kisline, ki jih 
najdemo v vinu so kaftarna kislina, kavna kislina, p-
kumarna kislina, ferulna kislina in sinapična kislina. 
Prisotni so lahko v cis- ali trans-konfiguraciji, pri čemer so 
trans oblike stabilnejše in zato tudi bolj pogoste. V vinu so 
HCA v svoji prosti obliki zastopane le v majhnih količinah, 
večinoma jih najdemo kot estre vinske kisline, lahko pa se 
nahajajo tudi v obliki glikozidov [9, 10]. 
 
Med hidroksicimetnimi kislinami prevladuje kaftarna kislina (do 50 % vseh HCA). Nivo 
koncentracije derivatov HCA v vinih je odvisen od številnih dejavnikov, kot so sorta 
grozdja, rastni pogoji, podnebje itd. Njihove koncentracije so vedno višje v kožicah kot 
Slika 5: Strukturna formula HBA. 
Slika 6: Strukturna formula HCA. 
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pa v grozdni kaši in se v povprečju gibljejo med 20 in 120 mg/L za rdeča vina, medtem 




Stilbeni vsebujejo dva benzenska obroča, povezana z molekulo etanola ali etilena. 
Najdemo jih v različnih vrstah rastlin, vendar grozdje in vino veljata za najpomembnejša 
prehranska vira teh snovi. Stilbeni se lahko 
biosintetizirajo v vinski trti, kot obrambni 
odziv na stres, ki ga lahko povzročita 
glivična okužba in UV sevanje. Nahajajo se 
predvsem v jagodni kožici in se med 
proizvodnjo vina ekstrahirajo v mošt in 
vino. Glavni predstavnik skupine stilbenov 
je resveratrol [9, 10]. 
 
Resveratrol je prisoten v grozdju in vinu v prosti in glikozidni obliki; in sicer v štirih 
različnih oblikah cis- in trans-resveratrol ter cis- in trans-glikozid resveratrola. Dokazano 
je, da ima močno antioksidativno aktivnost, ki pomaga v boju proti rakavim obolenjem 
in srčno-žilnim boleznim. Sinteza resveratrola je sortno pogojena. Nahaja se predvsem v 
kožici grozdja, zaradi tega je njegova koncentracija veliko večja v rdečih kot v belih vinih. 
Pridelava rdečega vina vključuje postopek imenovan maceracija, kjer se rahlo stisnjene 
grozdne jagode namakajo v lastnem soku, spojine prisotne v kožici pa se tako ekstrahirajo 
v samo vino. V povprečju se koncentracije resveratrola gibljejo med 5 in 7 mg/L v rdečem 
vinu, medtem ko so koncentracije v belih vinih le nekje do 1 mg/L [5, 10]. 
 
 
1.2 Analizne metode 
 
Identifikacija in kvantifikacija hlapnih fenolov in fenolov z nizko molekulsko maso se 
običajno izvaja s plinsko kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo (GC-MS). Za 
analizo in strukturno karakterizacijo bolj polarnih spojin, kot so polifenoli, pa se uporablja 
tekočinska kromatografija, ki je prav tako lahko sklopljena z masno spektrometrijo (LC-
MS) ali tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) [12]. 
 
Zaradi blagih ionizacijskih pogojev in manjše potrebe po čiščenju vzorcev je LC-MS 
najučinkovitejša metoda za določitev in kvantifikacijo antocianinov in polifenolov v 




Slika 7: Strukturna formula stilbenov. 
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1.2.1 Tekočinska kromatografija 
 
Zaradi svoje široke uporabnosti je tekočinska kromatografija najpogosteje uporabljen tip 
kromatografije. Primerna je za vse vrste spojin, od zelo majhnih molekul do 
makromolekul, razen za spojine, ki so pri sobni temperaturi v plinastem agregatnem 
stanju [13]. 
Spada med separacijske tehnike in temelji na ločevanju posameznih komponent zmesi, 
glede na njihovo različno zadrževanje (retencijo) na stacionarni fazi oziroma glede na 
njihovo hitrost potovanja skozi kromatografsko kolono. To je odvisno od porazdelitve 
delcev med stacionarno in mobilno fazo. Kolona je napolnjena s stacionarno fazo (SF), 
ki je sestavljena iz zelo majhnih delcev. Ti so nujni za zadovoljivo kromatografsko 
učinkovitost in ločljivost. Skozi kolono se pod visokim tlakom črpa mobilna faza (MF). 
Njena sestava je prilagojena tako, da relativno hitro izloči vse komponente vzorca. 
Komponente vzorca, ki se eluirajo na koncu kolone, potujejo do detektorja, ki se odzove 
na vsak analit. Obstaja več načinov LC, ki omogočajo separacijo izjemno širokega spektra 
analitov. Načini so določeni z vrsto SF in njej pripadajočim sorpcijskim mehanizmom 
[14]. 
Poznamo normalno- in reverzno-fazno tekočinsko kromatografijo. Pri normalno-fazni LC 
imamo polarno SF, MF pa je nepolarna. Nepolarne spojine v vzorcu se bodo prve eluirale 
iz kolone, saj se najmanj vežejo na SF in najbolje raztapljajo v MF. Pri reverzno-fazni 
LC je ravno obratno; SF je sedaj nepolarna, MF pa polarna. Tu se bodo iz kolone prve 
eluirale najbolj polarne spojine v vzorcu, ki se najmanj vežejo na SF in najbolje 
raztapljajo v MF [13]. 
Inštrument za LC (HPLC) se imenuje tekočinski kromatograf in je sestavljen iz štirih 
bistvenih delov: črpalke, injektorja, kolone in detektorja [14]. 
 
 




MF je najpogosteje mešanica dveh topil, ki se med sabo mešata in skupaj zagotavljata 
zadostno elucijsko moč in ločljivost. Elucija je lahko izokratska, kjer je sestava MF skozi 
celoten čas kromatografske ločbe enaka ali gradientna, kjer se sestava MF tekom analize 
spreminja. Slednja se še posebej uporablja pri kompleksnih vzorcih, saj izboljšuje njihovo 
separacijo, zlasti če se komponente vzorca razlikujejo v polarnosti. Najpogosteje 
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uporabljene MF za ločevanje z reverzno-fazno LC so mešanice vodnih pufrov z 
metanolom ali vode z acetonitrilom. Za redkeje uporabljeno normalno-fazno LC se za 




Črpalka poganja topilo (MF) in vzorec skozi kolono. Ker je za to potreben precejšen 
pritisk, mora taka črpalka premagovati tlake nekje do 400 barov. Za zmanjšanje nihanja 
v eluciji mora črpalka vzdrževati konstantno hitrost pretoka MF (0,1 – 10 mL/min), brez 
pulziranja. To dosežemo z batnimi črpalkami, ki imajo dva izmenično premikajoča se 
bata. Pri gradientni eluciji za vsako vrsto topila potrebujemo svojo črpalko. Za črpalkami 





Injektor omogoča vnos tekočih vzorcev in raztopin neposredno v tok MF tik pred 
vstopom v kolono. Injiciranje poteka s pomočjo ventila s cevno zanko (volumna 1 – 
100 µL), v katero v prvi fazi vbrizgamo vzorec. Ventil ima dva položaja. V položaju 
“vnos” (load) je zanka napolnjena z vzorcem. Ko ventil zasukamo v položaj “injiciranje” 
(inject), steče MF iz črpalke skozi zanko in tako spere vzorec v začetek kromatografske 
kolone. Injiciranje lahko poteka ročno z brizgo (siringo) ali pa avtomatsko z avtomatskim 




V koloni se odvijajo procesi ločevanja, zato je osrednji del tekočinskega kromatografa. 
Kolona je običajno cev, izdelana iz nerjavnega jekla dolžine 5 – 30 cm in z notranjim 
premerom 2 – 5 mm. Napolnjena je s SF v obliki drobnih delcev silicijevega dioksida 
oziroma silikagela. Površina silikagela je polarna in rahlo kisla, zaradi prisotnosti 
silanolnih skupin (-Si–OH). Lahko jo kemično modificiramo s klorosilani, ki reagirajo s 
silanolnimi skupinami in spremenijo njeno funkcionalnost. Tako dobimo nepolarno SF – 
silikagel, na katerega so kovalentno vezane pretežno alkilne verige C18, C8, C2 . 
Najpogosteje uporabljena SF je silikagel z vezanimi C18 skupinami, saj lahko ločuje 




Detektor se nahaja na koncu kolone in služi za identifikacijo različnih komponent vzorca. 
Najpogosteje se uporabljajo UV/VIS detektorji, kjer analit absorbira UV ali vidno 
svetlobo v območju od 190 – 800 nm. V uporabi je še veliko drugih detektorjev, kot so 
detektor na lomni količnik, fluorescenčni detektor, elektrokemijski detektor, 
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konduktometrijski detektor itd., za kvantitativno analizo pa se za detekcijo običajno 
uporablja masni spektrometer [13]. 
 
1.2.2 Masna spektrometrija 
 
Masna spektrometrija je analitska tehnika, ki se uporablja za: 
• kvantitativno določitev znanih snovi; 
• identifikacijo neznanih spojin v vzorcu; 
• razjasnitev struktur in kemijskih lastnosti različnih molekul [17]. 
 
Celoten postopek vključuje pretvorbo vzorca v ione v plinski fazi z ali brez fragmentacije, 
ki se nato ločijo glede na njihovo razmerje med maso in nabojem (m/z). Število ionov 
vsakega zaznanega razmerja m/z predstavlja masni spekter. Intenzitete vrhov so izražene 
kot odstotek intenzitete najbolj zastopanega iona, ki je označen kot bazni vrh (ta ima 
vrednost 100 %). Spekter zagotavlja strukturne informacije in pogosto tudi natančno 
relativno molekulsko maso, iz katere je mogoče določiti neznano spojino ali potrditi 
strukturo [17]. 
 
Masni spektrometer je sestavljen iz treh glavnih komponent: ionskega izvora, masnega 
analizatorja in detektorja. Prvi korak v masni spektrometriji se odvija v ionskem izvoru, 
kjer poteka ionizacija vzorca. Pri tem nastanejo molekularni ioni in fragmenti v plinski 
fazi. Ionizacija je nujna, saj detektor lahko zazna le nabite delce. V masnem analizatorju 
poteka separacij ionov, ki so nastali v ionskem izvoru, glede na njihovo razmerje m/z. 
Ločeni ioni nato potujejo do detektorja, ki zazna število ionov s posamezno m/z. 
V masnem spektrometru je nujno potreben vakuum (10-3 Pa ali nižji), da imajo ioni, 
nastali v ionskem izvoru, dovolj dolgo prosto pot. S tem poskrbimo, da ioni med potjo 
skozi masni analizator do detektorja ne trčijo v kak drug delec, saj bi tako lahko prišlo do 




Ko tekočinski kromatograf sklopimo z masnim spektrometrom, združimo dve popolnoma 
različni tehniki z zelo nasprotujočimi fizikalnimi zahtevami. Medtem ko ločevanje pri LC 
poteka pri atmosferskem tlaku na izhodnem delu, masni spektrometer vedno zahteva 
visok vakuum. Prav tako je pri LC analit raztopljen v topilu (MF), masna spektrometrija 
pa zahteva vzorec v plinastem agregatnem stanju. Zato med LC in MS potrebujemo 
vmesnik oziroma ionski izvor, ki zagotavlja ionizacijo molekul pri atmosferskem tlaku, 
prenos raztopljenih analitov v plinsko fazo in sočasno odstranjevanje MF [18].  
 
V ta namen se najpogosteje uporabljajo ionski izvori z mehkejšimi ionizacijskimi 
tehnikami, kot sta ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ESI) in kemijska 
ionizacija pri atmosferskem tlaku (APCI). Pri ESI se eluent, ki prihaja iz tekočinskega 
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kromatografa, v kapilari pri visoki električni napetosti nabije in razpotegne v Taylorjev 
stožec. S konice stožca se odcepijo posamezne nabite kapljice, ki se zaradi odhlapevanja 
MF razletijo na manjše kapljice. Ta cikel se ponavlja toliko časa, dokler vsa MF ne izhlapi 
in pri delitvi kapljic dobimo le psevdomolekulske ione v plinasti fazi (ki so lahko večkrat 
nabiti). ESI zagotavlja najmehkejšo ionizacijsko metodo, ki je na voljo. Uporablja se 
lahko za zelo polarne, manj hlapne in toplotno nestabilne spojine. APCI ima drugačen 
način ionizacije, zaradi česar je bolj primerna za nizko in srednje polarne spojine. Pri 
APCI uparevanje molekul topila in vzorca poteka tako, da raztopino vzorca razpršimo v 
grelec (ogret na približno 400 °C) s pomočjo plina, kot je recimo dušik. Molekule topila 
se ionizirajo s pomočjo razelektritvene igle. Naboj se nato iz nastalih ionov topila prenese 
na molekule analita, ki potujejo v masni analizator [13, 18]. 
 
Tandemska masna spektrometrija  
 
Kadar želimo doseči visoko selektivnost detekcije in kvantitativno analizo spojin nizkih 
koncentracij, uporabimo tandemski masni spektrometer (MS/MS). Gre za tri zaporedno 
povezane kvadrupolne masne analizatorje, pri čemer ima srednji funkcijo trkovne celice. 
Na splošno molekule vzorca, ki se ionizirajo v ionskem izvoru potujejo v prvi kvadrupol. 
Tu izberemo ion, ki ga želimo določiti in s tem poskrbimo, da analizator prepušča samo 
izbrano m/z. Izbrani ion potuje v drugi kvadrupol (trkovna celica), kjer zaradi trkovnega 
plina pride do fragmentacije. Nastali fragmentni ioni se nato v tretjem kvadrupolu ločijo 
na podlagi njihovega razmerja m/z [13, 18]. 
 
Poznamo štiri načine MS/MS: 
• pregledovanje produktnih ionov (product ion scan), 
• pregledovanje prekurzorskih ionov (precursor ion scan), 
• pregledovanje pri stalni razliki (constant neutral loss scan), 
• opazovanje izbranih reakcij (SRM – selected reaction monitoring, MRM – 
multiple reaction monitoring) [13]. 
 
Zadnji način je v uporabi predvsem pri kvantitativni analizi, saj poskrbi za odstranitev 
vseh ostalih motečih ionov, ki prihajajo iz ozadja. Pri SRM načinu lahko spremljamo le 
določeni fragmentni ion izbranega prekurzorskega iona. Pri MRM načinu pa iz 













2 NAMEN DELA 
 
Namen mojega diplomskega dela je bila določitev fenolnih spojin v vzorcih vina in 
vinskega kamna s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti. Zanimalo me je, katere 
od fenolnih spojin, ki jih najdemo v vinu, so prisotne tudi v njem pripadajočem vinskem 
kamnu. Za natančnejšo določitev oziroma potrditev rezultatov, pridobljenih s tekočinsko 
kromatografijo, sem vzorce pomerila še z LC-MS/MS tehniko, s katero sem poleg 











• Milli-Q voda (voda, dodatno prečiščena s sistemom Milli-Q); 
• Metanol (CH3OH), ³ 99,8 %, J.T. Baker, Nizozemska; 
• Mravljična kislina (HCOOH), ³ 98 %, Puriss p.a., Honeywell, Nemčija; 
• 3,5-Dihidroksibenzojska kislina, ³ 97 %, Sigma-Aldrich, Nemčija; 
• p-Kumarna kislina,  ³ 98 %, Fluka, Nemčija; 
• Vanilinska kislina,  ³ 97 %, Fluka, Nemčija; 
• Galna kislina, Analyticals Carlo Erba, Italija; 
• Sinapična kislina, ³ 98 %, Sigma-Aldrich, Nemčija; 
• (-)-Epikatehin, Sigma aldrich, Nemčija; 
• Elaginska kislina, ³ 96 %, Fluka, Nemčija; 
• Kvercetin, brezvodni, Sigma – Aldrich, Nemčija; 
• Klorogenska kislina, ³ 95 %, Sigma-Aldrich, Nemčija. 
 
3.2 Aparature in laboratorijski pribor 
 
• Brizge, volumen 10 mL, Dispomed, Nemčija; 
• Membranski » syringe filter« iz poliestra, 0,20 µm, Macherey – Nagel, Nemčija; 
• Epruveta z zamaškom, volumen 15 mL, Nerbe Plus, Nemčija; 
• Merilne bučke, volumen 20 mL in 25 mL; 
• Merilni valji, volumen 100 mL in 250 mL; 
• Steklena pipeta, volumen 10 mL; 
• Ultrazvočna kopel, Sonis 4, Iskra; 
• Analitska tehtnica (maksimum 220 g), Intertech, Slovenija; 
• Analitska tehtnica XPR2U (maksimum 2,1 g), Mettler Toledo, Švica; 
• Polavtomatske pipete, volumen 100 – 1000 µL in 0,5 – 5 mL, Transferpette S, 
BrandTech Scientific, Nemčija; 
• Tekočinski kromatograf z ročnim načinom injiciranja (Knauer advanced scientific 
instruments, Nemčija) sestavlja: 
o rezervoarja s topilom, sistem za mešanje mobilne faze, binarni črpalki A 
in B, injektor, kolona in UV detektor (Smatline UV detector 2500). 
• Tekočinski kromatograf, sklopljen z masno-spektrometričnim detektorjem 
sestavlja: 
o kromatografski sistem (Perkin Elmer Series 200): binarna črpalka, 
avtomatski vzorčevalnik, UV/VIS detektor; 






• Vinski kamen 
o Bel vinski kamen z oznako VZ1, Rumeni muškat, Vina Koper; 
o Bel vinski kamen z oznako VZ2, Ptujska klet; 
o Rdeč vinski kamen z oznako VZ3, Refošk, Vina Koper. 
• Vino 
o Rumeni muškat, Vina Koper; 
o Belo vino (neznane sorte), Ptujska klet; 
o Refošk, Vina Koper. 
 
3.4 Priprava standardnih raztopin fenolnih spojin 
 
Za pripravo standardnih raztopin sem uporabila metanol, te sem dodatno redčila z Milli-
Q vodo. Določevala sem devet fenolnih spojin, ki so prikazane v tabeli 1. 
 
Tabela 1: Strukturne formule FS, ki sem jih določevala s HPLC-UV/VIS in LC-MS/MS metodo. 


























3.4.1 Priprava osnovnih raztopin standardov s koncentracijo 1 g/L 
 
Osnovne standardne raztopine posameznih fenolnih spojin (FS) s koncentracijo 1 mg/mL 
sem pripravila tako, da sem na tehtalno ladjico natehtala 25 mg trdnega standarda fenolne 
spojine, ga kvantitativno prenesla v 25 mL bučko ter raztopila in redčila do oznake z 
metanolom. 
 
3.4.2 Priprava delovnih raztopin standardov s koncentracijo 100 mg/L 
 
Za delovne raztopne standardov sem v 2 mL vialo odpipetitala 100 µL osnovne raztopine 
standarda in jo redčila z Milli-Q vodo do skupnega volumna 1 mL (10x redčitev); tako 
sem dobila raztopine s koncentracijo 100 mg/L (tabela 2). Po enakem postopku sem 
redčila vse standarde FS, razen standarda elaginske kisline, saj se je ta v čisti vodi začela 
obarjati. Slednjo sem redčila tako, da sem 100 µL osnovne raztopine dodala 600 µL 
metanola ter 300 µL Milli-Q vode, do skupnega volumna 1 mL. Za nedvoumno 
identifikacijo in kvantifikacijo z LC-MS/MS analizo sem pripravila še mešanico 
standardov: 100 µL vsake osnovne raztopine FS (skupaj 9) sem odpipetirala v eno vialo 
in dodala 100 µL Milli-Q vode. 
 
Tabela 2: Prikaz točnih nateht in izračunanih koncentracij osnovnih in delovnih raztopin FS. 









p-Kumarna kislina 25,1655 25 1,0066 0,1007 100,66 
Klorogenska kislina 25,0755 25 1,0030 0,1003 100,30 
Sinapična kislina 25,0296 25 1,0012 0,1001 100,12 
Kvercetin 25,0465 25 1,0019 0,1002 100,19 
3,5-DHB kislina 25,0989 25 1,0040 0,1004 100,40 
Vanilinska kislina 25,0880 25 1,0035 0,1004 100,35 
Galna kislina 25,6687 25 1,0267 0,1027 102,67 
(-)-Epikatehin 25,6687 25 1,0267 0,1027 102,67 
Elaginska kislina 25,0563 25 1,0023 0,1002 100,23 
 
𝛾ORS  - masna koncetracija osnovne raztopine standarda (v bučki) 









3.5 Priprava raztopin vzorcev 
 
3.5.1 Vinski kamen – priprava metanolnih ekstraktov 
 
Analizirala sem metanolne ekstrakte vzorcev vinskega kamna pridobljenega iz rumenega 
muškata (VZ 1), belega vina (VZ 2) in refoška (VZ 3). Najprej sem v več epruvet 
zatehtala 500 mg vinskega kamna, mu dodala 5 mL raztopine metanola in postavila na 
ultrazvočno kopel za 15 minut. Pri tem so se fenolne spojine iz vinskega kamna 
ekstrahirale v metanol. Nastalo suspenzijo sem nato prefiltritala skozi membranski filter 
in filtrat zbirala direktno v 2 mL vialo. Tako sem naredila za vsak vzorec vinskega kamna 
posebej. Nastale metanolne ekstrakte sem (brez redčenja) uporabila tako za analizo na 
tekočinskem kromatografu z ročnim načinom injiciranja, kot na LC-MS/MS sistemu. 
 
Tabela 3: Prikaz točnih nateht vinskega kamna in izračunanih koncentracij metanolnih ekstraktov vinskega kamna. 
Vinski kamen m [mg] V [mL] 𝛾	[g/L] 
VZ1 500,60 5,00 100,12 
VZ2 503,10 5,00 100,62 




Analizirala sem vzorce refoška, rumenega muškata in belega vina. Najprej sem vzorce 
vina prefiltrirala s pomočjo 10 mL brizge skozi membranski filter z velikostjo por  
0,20 µm. Vsakega posebej sem injicirala na HPLC-UV/VIS sistem, da sem preverila 
intenzitete vrhov. Ker so bili vrhovi previsoki sem vzorce vina redčila: 
• Refošk: 2 mL prefiltriranega vina sem odpipetirala s polavtomatsko pipeto v 
20 mL bučko in dopolnila do oznake z metanolom (10x redčitev). 
• Rumeni muškat: 4 mL prefiltriranega vina sem odpipetirala s polavtomatsko 
pipeto v 20 mL bučko in dopolnila do oznake z metanolom (5x redčitev). 
• Belo vino: 10 mL prefiltriranega vina sem odpipetirala s stekleno pipeto v 20 mL 
bučko in dopolnila do oznake z metanolom (2x redčitev).  
Pri LC-MS/MS sistemu (za kvantitativno analizo) sem vino le prefiltrirala skozi 
membranski filter in ga analizirala nerazredčenega. 
 
3.6 Shranjevanje standardnih raztopin fenolnih spojin in vzorcev 
 
Osnovne raztopine standardov sem shranjevala v bučkah, delovne raztopine standardov 
pa v vialah v hladilniku pri temperaturi 4 °C. V hladilniku sem hranila tudi nerazredčene 




3.7 Eksperimentalni pogoji 
 
3.7.1 HPLC-UV/VIS sistem – ročni način injiciranja 
 
Pri določitvi fenolnih spojin v vzorcih vina in vinskega kamna sem uporabila reverzno-
fazni sistem z gradientno elucijo (tabela 4). Kromatografsko ločbo sem izvedla na 
HyPURITY C8 koloni (proizvajalec Thermo Scientific), dimezije 250 x 4 mm z velikostjo 
delcev 5 µm. Pretok mobilne faze je bil 0,7 mL/min in je bila sestavljena iz dveh mobilnih 
faz, katerih gradient je grafično prikazan na sliki 10. Za mobilno fazo A (MF A) sem 
uporabila mravljično kislino (³ 98 %) in Milli-Q vodo v prostorninskem razmerju 
90:10 (V/V). Mobilna faza B (MF B) pa je bila sestavljena iz metanola, Milli-Q vode ter 
mravljične kisline v prostorninskem razmerju 45:45:10 (V/V). Standarde in vzorce sem 
injicirala ročno z brizgo s celokupnim volumnom 100 µL, pri čemer je bil dejanski 
volumen injiciranja 20 µL. Kromatografska analiza je trajala 25 minut. Po vsaki analizi 
je kromatografski sistem potreboval še približno 5 min, da se je vzpostavil na začetne 
pogoje, nato pa sem injicirala nov standard ali vzorec. Absorbanca je bila merjena pri 
valovni dolžini 272 nm. 
 
Tabela 4: Časovni potek gradientne elucije. 
Čas [min] MF A [%] MF B [%] 
0 65 35 
20 5 95 






















Grafični prikaz gradienta mobilne faze
MF A
MF B
Slika 10: Grafični prikaz gradienta mobilne faze. 
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3.7.2 LC-MS/MS sistem 
 
Vsebnost fenolnih spojin v vzorcih vina in vinskega kamna sem določila tudi s LC-
MS/MS metodo. 
 
Kromatografski pogoji: Kolona, sestava in pretok mobilne faze ter gradient elucije so 
ostali taki, kot pri HPLC-UV/VIS sistemu z ročnim načinom injiciranja. Tekočinski 
kromatograf je zajemal tudi avtomatski vzorčevalnik z avtomatskim injektorjem, 
katerega volumen injiciranja je bil 20 µL. Analiza je v tem primeru trajala 30 min. S tem 
sem poskrbela za vrnitev sistema na začetne pogoje, še preden je instrument injiciral 
naslednji vzorec in začel z meritvijo. 
 
Masno-spektrometrični pogoji: Kromatografski sistem je bil sklopljen s tandemskim 
masnim spektrometrom, pri katerem sem za določitev optimalnih disociacijskih pogojev 
za vsako določevano fenolno spojino uporabila MRM način. Pri tem je bilo potrebno 
določiti štiri parametre (optimalni pogoji oziroma parametri so zbrani v tabeli 5): 
• » declustering potential DP « - potencial preprečevanja združevanja ionov v 
klastre, 
• » entrance potential EP « - vstopni potencial, 
• » collision energy CE « - trkovna energija in 
• » collison cell exit potential CXP « - izstopni potencial trkovne celice.  
 
Fragmentacijo posameznih fenolnih spojin sem dosegla z negativno ionizacijo z 
razprševanjem v električnem polju (ESI), pri temperaturi ionizacije 300 °C in napetosti 
razprševanja - 4500 V. Tlak razpršilnega plina (plin 1) je znašal 40 psi, tlak sušilnega 
plina (plin 2) pa 60 psi. 
 
Tabela 5: Prikaz molekulskega iona ter najintenzivnejšega fragmentnega iona za vsako FS, skupaj z disociacijskimi 














Galna kislina 169 125 -30 -3 -20 -1 
3,5-DHB kislina 153 109 -30 -3 -20 -1 
Sinapična kislina 223 164 -40 -3 -20 -2 
(-)-Epikatehin 289 245 -50 -3 -20 -2 
Vanilinska kislina 167 123 -35 -3 -15 -1 
Elaginska kislina 301 151 -60 -3 -30 -2 
Klorogenska kislina 353 191 -40 -4 -23 -3 
Kvercetin 301 145 -70 -3 -50 -3 
p-Kumarna kislna 163 119 -20 -3 -20 -2 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 Določevanje fenolnih spojin v vzorcih s HPLC-UV/VIS sistemom z 
ročnim načinom injiciranja 
 
4.1.1 Določitev retencijskih časov standardov fenolnih spojin 
 
Za določitev retencijskih časov fenolnih spojin v vzorcih vina in vinskega kamna sem 
najprej vsak pripravljen standard posebej ročno injicirala na kromatografski sistem z 
UV/VIS detekcijo. Za svoje delo sem izbrala valovno dolžino 272 nm, saj fenolne spojine 
absorbirajo svetlobo v tem območju. Vsak standard sem trikrat zaporedno injicirala in 
opazila, da je pri nekaterih že med posameznimi injiciranji prišlo do manjšega odstopanja 
retencijskih časov. Nepopolno ujemanja retencijskih časov posameznih FS pa bi lahko 
otežilo nadaljnjo identifikacijo teh spojin v vzorcih. V tabeli 6 so prikazani retencijski 
časi (tR) posameznih standardov fenolnih spojin, slike 11 – 13 pa prikazujejo 
kromatograme združenih fenolnih standardov. 
 
 
Tabela 6: Prikaz povprečnih retencijskih časov, standardnih odmikov in relativnih standardnih odmikov posameznih 
FS. 
Fenolna spojina tpovp. [min] SD  RSD [%] 
Galna kislina 3,9 0,005 0,13 
3,5-DHB kislina 4,5 0,002 0,053 
Klorogenska kislina 5,1 0,048 0,94 
Epikatehin 5,5 0,015 0,29 
Vanilinska kislina 6,5 0,030 0,46 
p-Kumarna kislna 8,7 0,032 0,37 
Elaginska kislina 9,3 0,032 0,34 
Sinapična kislina 9,8 0,161 1,6 





Slika 11: Kromatogram standardne raztopine galne kisline, epikatehina in sinapične kisline (100 mg/L). 
 
Slika 12: Kromatogram standardne raztopine 3,5-DHB kisline, vanilinske kisline in elaginske kisline (100 mg/L). 
 





Ponovljivost injiciranja fenolnih standardov 
 
Zaradi morebitnega odstopanja retencijskih časov in ploščin sem vsak standard 
analizirala večkrat, da sem se prepričala o ustrezni ponovljivosti injiciranja. Ponovljivost 
ploščin kromatografskih vrhov fenolnih spojin sem ugotavljala pri delovnih 
koncentracijah 100 mg/L. Izvedla sem tri zaporedne meritve za dnevno ponovljivost. V 
tabeli 7 so prikazane posamezne ploščine kromatografskih vrhov fenolnih spojin, 
pripadajoče povprečne vrednosti ploščin (pl. povpr.), standardni odmiki (SD) in relativni 
standardni odmiki (RSD). 
 
Enačbe, po katerih sem izračunala zgoraj omenjene parametre, so: 
 








  (enačba 2)       𝑅𝑆𝐷 =	 56	×	388
'̅
  (enačba 3) 
 
?̅? – povprečna vrednost meritve 
𝑥9  – posamezna meritev  
𝑁 – število meritev 
 
 




Relativni standardni odmiki ploščin kromatografskih vrhov fenolnih spojin se gibljejo od 
2,7 – 14 %. Nižje vrednosti RSD kažejo na boljšo ponovljivost injiciranja in natančnejše 
rezultate. SD in RSD sta posledica slučajnih napak, ki izvirajo iz nenatančnosti merjenja. 
 
 












Galna kislina 6009 5664 6653 6109 502 8,2 
3,5-DHB kislina 732 636 624 664 59 8,9 
Klorogenska kislina 1944 2581 2231 2252 319 14 
Epikatehin 1312 1399 1515 1409 102 7,2 
Vanilinska kislina 5166 4051 4555 4591 558 12 
p-Kumarna kislna 7946 8834 8126 8302 470 5,7 
Elaginska kislina 5383 4502 4495 4793 511 11 
Sinapična kislina 2224 2403 2715 2448 249 10 
Kvercetin 3584 3485 3398 3489 93 2,7 
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4.1.2 Določitev fenolnih spojin v vzorcih 
 
Po ugotovitvi retencijskih časov posameznih fenolnih spojin v standardnih raztopinah, 
sem pomerila še pripravljene realne vzorce. Na podlagi ujemanja retencijskih časov sem 
ugotavljala, katere izmed predhodno analiziranih FS so dejansko prisotne v vzorcih. 
 
Vzorci vinskega kamna 
 
Najprej sem posnela kromatograme metanolnih ekstraktov treh vzorcev različnega 
vinskega kamna, vse v koncentraciji 100 g/L. Vrhovi so bili precej nizki, zato dodatno 
redčenje ni bilo potrebno.  
 
Vzorec belega vinskega kamna – VZ 2 (belo vino) ni dal nobenega signala. Vseboval je 
samo signal za topila pri tR je 3,7 min, ki je bil prisoten tudi pri vseh ostalih vzorcih. Tega 
kromatograma zato nisem prikazala. Vzorec belega vinskega kamna – VZ 1 (rumeni 
muškat) je pokazal nekaj več vrhov, največ pa jih je bilo možno zaznati pri rdečem 
vinskem kamnu – VZ 3 (refošk). Oba kromatograma sta prikazana spodaj  
(slika 14 in 15). 
 
Ker so bili nekateri vrhovi precej majhni in razširjeni, sem vsak vzorec injicirala trikrat, 
da sem se prepričala ali gre za dejanski signal spojine ali šum. Če se je vrh trikrat pojavil 
pri istem retencijskem času, s približno enako površino, sem predpostavila, da le-ta 










Slika 15: Kromatogram VZ 3 - rdeči vinski kamen (refošk). 
 
Iz velikega števila vrhov pri rdečem vinskem kamnu, lahko sklepamo, da gre za 
kompleksen vzorec, ki poleg morebitne vsebnosti katere od fenolnih spojn, vsebuje še 
druge neznane spojine, ki jih brez ustreznih standardov ni mogoče določiti.  
 
S pomočjo retencijskih časov, predhodno določenih za vsako fenolno spojino posebej, 
sem lahko le približno sklepala, katere FS so prisotna v mojih vzorcih. Tudi če se vrh v 
vzorcu pojavi pri istem retencijskem času, kot ga ima standard FS, ne moremo z 
gotovostjo trditi ali se v tem vrhu res skriva iskana spojina. Lahko se zgodi, da naš vzorec 
vsebuje neko drugo spojino z enakim retencijskim časom. To nejasnost lahko delno 
odpravimo z metodo standardnega dodatka, pri kateri vzorcem dodamo mešanico 
osnovnih standardov. Če so njihovi retencijski časi zelo podobni, je najbolje, da naredimo 
več mešanic, ki vsebujejo standarde z dovolj različnimi retencijskimi časi (namesto 
mešanice z devetimi standardi naredimo tri mešanice, vsaka od teh pa vsebuje le tri 
standarde). Standardni dodatek namreč poskrbi, da se morebitni prisotni vrhovi za iskane 
analite povečajo ali pa se pojavi dodaten vrh – v tem primeru naš vzorec ne vsebuje iskane 
spojine.  
 
V mojem primeru sem standarde, glede na retencijske čase, razdelila na dve skupini (ST 1 
in ST 2), znotraj katere so se morali ti razlikovati vsaj za eno minuto. Mešanici 
posameznih standardov sem nato dodala k 1 mL raztopine posameznega vzorca (trije 
različni vzorci, vsak z dvema mešanicama standardov, skupaj šest raztopin). V tako 
nastalih raztopinah je bila sedaj koncentracija posameznega standarda približno  
20 mg/L, kar je petkrat manj kot pa v samem delovnem standardu (100 mg/L). Glede na 
petkrat manjšo koncentracijo, bi moral biti sedaj tudi signal oziroma ploščina petkrat 
manjša. Pripravljene raztopine sem injicirala na kromatografski sistem in poskusila 
določiti, katere FS so se skrivale v določenem vzorcu. Če so se vrhovi za iskan analit 
povečali, sem lahko potrdila prisotnost le-tega v vzorcu. Moje domneve o prisotnosti 
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fenolnih spojin v posameznih vzorcih so zbrane v tabeli 8. Vinski kamen belega vina 
(VZ 2) ni pokazal ničesar, zato ga v tabeli nisem navedla. 
 
Tabela 8: Predvidene FS v vzorcih vinskega kamna. 
Vinski kamen VZ 1 (Rumeni muškat) VZ 3 (Refošk) 
Fenolne spojine, ki bi 
bile lahko prisotne 3,5-DHB kislina 3,5-DHB kislina 






Po posnetih kromatogramih vinskega kamna, sem posnela še pripadajoče vzorce vina in 
sicer: refoška, rumenega muškata in belega vina (slika 16, 17 in 18). Ti so vsebovali 
bistveno več vrhov, kot pa sam vinski kamen. Vse vzorce vina sem redčila tako, da so 








Slika 17: Kromatogram vzorca rumenega muškata (4x redčen). 
 
 
Slika 18: Kromatogram vzorca belega vina (2x redčen). 
 
Vidimo, da so kromatogrami vseh treh vzorcev vin med seboj primerljivi, še posebej 
refoška in rumenega muškata, ki sta si bila podobna že po sami strukturi. Gre namreč za 
gostejši vini (predvsem refošk), z bolj polnim in bogatim okusom. Belo vino pa je bilo že 
na videz redkejše oziroma lažje. 
 
Tudi v tem primeru sem identifikacijo fenolnih spojin v vzorcu izvedla s pomočjo 
ujemanja retencijskih časov, glede na čase standardov FS. Ker so retencijski časi nekoliko 
odstopali, sem si morala pomagati še s standardnim dodatkom. Za lažjo identifikacijo sem 
standarde ločila glede na retencijske čase, ki si niso smeli biti preveč podobni. Tako sem 
pripravila dve mešanici standardov in vsako posebej dodala vzorcem vina tako, kot sem 
to naredila in opisala že pri vzorcih vinskega kamna. Moje domneve o prisotnosti 




Tabela 9: Predvidene FS v vzorcih vina. 
Vino Refošk Rumeni muškat Belo vino 
Fenolne spojine, ki 
bi lahko bile prisotne Galna kislina Galna kislina 3,5-DHB kislina 
 3,5-DHB kislina 3,5-DHB kislina Epikatehin 
 Epikatehin Epikatehin 
 Sinapična kislina 
 Kvercetin 
 
Ker ni bilo mogoče s 100 % gotovostjo trditi ali se je za določenim kromatografskim 
vrhom v vzorcu, ki se je ob standardnem dodatku povečal, skrival iskan analit, lahko 
govorim le o domnevni prisotnosti le-tega v vzorcu. Vzorec lahko vsebuje neko drugo 
spojino, ki se pojavi pri istem retencijskem času, kot določevana fenolna spojina. Ker so 
vrhovi v vzorcu dokaj majhni, jo FS ob dodanem standardnem dodatku lahko prekrije. 
Tudi če se je kromatografski vrh pri retencijskem času za iskan analit povečal, prav zaradi 
kompleksnosti vzorcev ne morem nedvoumno trditi, da vzorec vsebuje ravno to spojino. 
Lahko gre za dve strukturno in kemijsko podobni spojini, ki se eluirata pri istem oziroma 
podobnem retencijskem času in se posledično prekrivata. 
 
 
Primerjava vsebnosti fenolnih spojin v vinskem kamnu in vinu 
 
Iz obeh tabel (8 in 9) vidimo, da naj bi vino vsebovalo večje število fenolnih spojin, kot 
vinski kamen. Samo 3,5-DHB kislina se pojavi tako pri refošku in rumenemu muškatu, 
kot pri njunem pripadajočem vinskem kamnu (VZ 3 in VZ 1). Epikatehin pa se pojavi v 
vseh vzorcih vina in pri rdečem vinskem kamnu. Belo vino naj bi vsebovalo dve FS: 3,5-




4.2 Določevanje fenolnih spojin v vzorcih z LC-MS/MS 
 
4.2.1 Potrditev vsebnosti določevanih FS v vzorcih z LC-MS/MS in njihova 
kvantitativna določitev 
 
Primerjava retencijskih časov kromatografskih vrhov vzorcev in standardov fenolnih 
spojin ne zadošča za nedvoumno določitev vsebnosti fenolnih spojin v realnih vzorcih. 
Za zanesljivejšo oziroma natančnejšo določitev sem zato vzorce pomerila še s 
tekočinskim kromatografom sklopljenim z masnim spektrometrom. Masno-
spektrometrična detekcija poskrbi za identifikacijo tudi tistih spojin, ki imajo enake ali 
podobne retencijske čase. Poleg tega pa lahko zaznamo tudi bistveno nižje koncentracije, 
saj je meja zaznave do 1000-krat nižja. 
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S to metodo sem želela predvsem potrditi, katere fenolne spojine moji vzorci vsebujejo, 
hkrati pa sem izvedla tudi kvantitativno identifikacijo na podlagi umeritve na eno točko. 
Pomerila sem metanolne ekstrakte vinskega kamna in nerazredčene vzorce vina ter 
posamezne standardne raztopine fenolnih spojin z delovno koncentracijo 100 mg/L. 
Fenolne spojine, ki so jih na podlagi te metode vsebovali moji vzorci, sem podala v 
tabeli 10. 
 
Tabela 10: Identificirane FS v vzorcih vinskega kamna in vina z LC-MS/MS analizo. 
Vzorec Prisotne fenolne spojin 
VZ 1 galna kislina, 3,5-DHB kislina, elaginska kislina, kvercetin 
Rumeni muškat galna kislina, 3,5-DHB kislina, epikatehin, kvercetin 
VZ 2 kvercetin 
Belo vino galna kislina, 3,5-DHB kislina, kvercetin 
VZ 3 galna kislina, 3,5-DHB kislina, elaginska kislina, kvercetin 
Refošk  
galna kislina, 3,5-DHB kislina, epikatehin, elaginska kislina, 
sinapična kislina, kvercetin 
 
 
Iz tabele 10 vidimo, da vino vsebuje več fenolnih spojin kot vinski kamen, ki iz tega vina 
izvira. V večini primerov je šlo za prisotnost istih fenolnih spojin, ali pa je vinski kamen 
vseboval kakšno FS manj. To bi lahko pripisala prenizki koncentraciji le-teh v vzorcih 
vinskega kamna ali pa se FS med samim staranjem vina in tvorbo vinskega kamna na 
slednjega niso absorbirale. 
 
V tabelah 11 in 12 so podani končni izračunani rezultati, iz podatkov pridobljenih z LC-






	   (enačba 4) 
 
g FS v vzorcu – masna koncentracija fenolne spojine v vzorcu [mg/L] 
gsFS – masna koncentracija delovne raztopine standarda fenolne spojine (@ 100 mg/L) 
plvz – ploščina fenolne spojine v vzorcu 









Tabela 11: Izračunane masne koncentracije FS v vzorcih vinskega kamna in vina. 
 𝛾 [mg/L] FS v vzorcu 





Sinapična kislina / / / / / 5,0 
Kvercetin 9,7 0,1 13,2 0,2 0,2 11,2 
3,5–DHB kislina 37,3 / 38,0 327,3 123,8 452,4 
Galna kislina 0,2 / 0,7 15,8 0,5 30,7 
Epikatehin / / / 0,6 / 9,3 
Elaginska kislina 9,3 / 83,0 / / 40,3 
 
 
Pri sklopitvi tekočinskega kromatografa z masnim spektrometrom sem ugotovila, da vsi 
vzorci vsebujejo kvercetin, vendar je ta pri belem vinskem kamnu (VZ 2), rumenemu 
muškatu in refošku prisoten v zelo nizkih (zanemarljivih) koncentracijah. Prav tako vsi 
vzorci, razen belega vinskega kamna (VZ 2), vsebujejo galno in 3,5-DHB kislino. Od 
tega je 3,5-DHB kislina skoraj povsod prisotna v najvišji koncentraciji. Elaginska kislina 
je prisotna predvsem pri rdečih vzorcih, kot sta refošk in njemu pripadajoč rdeč vinski 
kamen. Epikatehin sem zaznala samo pri dveh vzorcih vina (rumeni muškat in refošk), 
sinapično kislino samo pri refošku. Na podlagi preostalih pridobljenih rezultatov vzorci 
vina niso vsebovali p-kumarne, klorogenske in vanilinske kisline. Pri vzorcih vinskega 
kamna pa poleg slednjih nisem uspela določiti še epikatehina in sinapične kisline. 
 
Pri vinskem kamnu sem lahko iz dobljene masne koncentracije izračunala še maso 
posamezne fenolne spojine v vzorcu in njen masni delež (w). 
 
Tabela 12: Izračunane mase in masni deleži FS v vzorcih vinskega kamna. 
 
m [µg] FS v vzorcu 
vinskega kamna 
w [ppm] FS v vzorcu 
vinskega kamna 
Fenolna spojina VZ 1 VZ 2 VZ 3 VZ 1 VZ 2 VZ 3 
Kvercetin 48,7 0,48 66,1 97,2 0,95 132 
3,5-DHB kislina 187 / 190 373 / 379 
Galna kislina 1,16 / 3,57 2,32 / 7,13 









4.3 Primerjava rezultatov določitve FS s HPLC-UV/VIS in LC-MS/MS 
metodo 
 
Iz primerjave rezultatov obeh metod, podanih v tabelah 8, 9 in 10, sem potrdila moje 
domneve o primernejši določitvi fenolnih spojin v vzorcih z LC-MS/MS, kar bi lahko 
pripisala predvsem nižji meji zaznave pri le-tej. S to metodo sem pri vseh vzorcih uspela 
določiti večje število različnih FS, kot pa s HPLC-UV/VIS.  
 
Pri vzorcih vina so bili rezultati identifikacije obeh metod zelo podobni. Pri refošku sem 
z LC-MS/MS dodatno določila le elaginsko kislino, pri rumenem muškatu pa kvercetin. 
Večje odstopanje je bilo le pri belem vinu, kjer je LC-MS/MS metoda pokazala še 
prisotnost galne kisline in kvercetina. Epikatehina, za katerega sem predpostavila, da ga 
belo vino vsebuje (na podlagi HPLC-UV/VIS), z LC-MS/MS sistemom ni bilo mogoče 
identificirati. Ta očitno pri belem vinu ni bil prisoten ali pa je bil zastopan v prenizkih 
koncentracijah. 
 
Pri vzorcih vinskega kamna je prišlo do večjih neskladnosti med rezultati, zbranimi na 
podlagi obeh metod. Tako pri VZ 1 (rumeni muškat), kot pri VZ 3 (refošk) sem z LC-
MS/MS metodo dodatno določila še 3 fenolne spojine: galno kislino, elaginsko kislino in 
kvercetin. Pri rdečem vinskem kamnu sem s HPLC-UV/VIS metodo predpostavila, da ta 
vsebuje epikatehin. Ko sem vzorec pomerila še z LC-MS/MS sistemom, sem videla, da 
temu ni tako. Pri VZ 2 (belo vino) mi je uspelo določiti samo kvercetin, ki ga je bilo 









V mojem diplomskem delu sem s tekočinsko kromatografijo analizirala vzorce vina in 
vinskega kamna, ki je iz tega vina izviral. Analizirala sem rdeče vino in rdeč vinski kamen 
ter dve beli vini s pripadajočima vzorcema belega vinskega kamna v katerih sem 
določevala fenolne spojine. Določevala sem 9 fenolnih spojin: galno, 3,5-
dihidroksibenzojsko, klorogensko, vanilinsko, p-kumarno, elaginsko in sinapično kislino 
ter epikatehin  in kvercetin. Pred analizo sem vzorce vina ustrezno redčila, iz vinskega 
kamna pa sem pripravila metanolne ekstrakte. Identifikacijo fenolnih spojin sem izvedla 
s primerjavo retencijskih časov standardov fenolnih spojin z retencijskimi časi 
posameznih kromatografskih vrhov vzorcev ter s pomočjo standardnega dodatka. Zaradi 
kompleksnosti vzorcev se mi ta metoda ni zdela popolnoma zanesljiva. Zato sem za 
končno identifikacijo fenolnih spojin in njihovo potrditev, vzorce pomerila še s 
tekočinskim kromatografom sklopljenim s tandemskim masnim spektrometrom. Masna 
spektrometrija omogoča separacijo ionov glede na razmerje med maso in nabojem (m/z). 
Tako sem lahko z LC-MS/MS, za vsak kromatografski vrh videla, katero spojino s sebi 
značilnim ionom oziroma m/z razmerjem predstavlja. Ker sem vedela, katere fenolne 
spojine iščem, sem poznala tudi njihovo molsko maso in za njih značilno fragmentacijo. 
Na podlagi tega sem iskane fenolne spojine, v vzorcih vina in vinskega kamna tudi 
nedvoumno identificirala. 
 
Iz rezultatov pridobljenih na podlagi obeh metod je razvidno, da sem pri sklopitvi 
tekočinskega kromatografa z masnim spektrometrom dobila boljše rezultate. Rezultati 
obeh identifikacij so si bili sicer precej podobni, vendar sem z LC-MS/MS metodo pri 
vseh vzorcih določila več fenolnih spojin, tudi tistih, katerih določitev s HPLC-UV/VIS, 
zaradi morebitnih nizkih koncentracij ali drugih dejavnikov ni bila možna. Poleg tega 
sem pri sklopitvi z masno spektrometrijo lahko izvedla tudi kvantifikacijo rezultatov. 
 
V mojem diplomskem delu sem ugotovila, da so vzorci vina vsebovali več fenolnih 
spojin, kot vinski kamen, ki je iz tega vina izviral. Od določevanih fenolnih spojin so bile 
v vseh vzorcih, razen v belem vinskem kamnu (VZ 2), prisotne galna kislina, 3,5-DHB 
kislina in kvercetin. Slednji se je v zelo majhnih koncentracijah pojavil tudi v VZ 2. 
Elaginsko kislino sem v večji meri identificirala le pri rdečih vzorcih, refošku in rdečem 
vinskem kamnu; sinapična kislina pa se je pojavila samo pri refošku. Od preostalih 
fenolnih spojin sem pri rumenem muškatu in refošku identificirala še epikatehin, medtem 
ko p-kumarne, klorogenske in vanilinske kisline ni bilo mogoče identificirati v nobenem 
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